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DNA 中のシトシン塩基の 5 位のメチノレ化は，真核生物における唯一の塩基修飾であり，細胞の分化
や突然変異，癌化など，遺伝子発現の制御に関係していると考えられ，また，原核生物においては制限
酵素による切断からの保護などの役割を果たしていることが知られている。しかし，乙の 5 ーメチルシ
トシン (m 5C) のDNA二重ラセン構造lζ及ぼす影響についての研究はほとんどなされておらず， DN
A のメチル化の生物学的機能とその静的および動的構造との関連についての研究は非常に興味がもたれ
る。
そこで著者は，同じ塩基配列で，シトシン(c)の 5 位がメチル化されていないもの， d -ATACGCGT 
AT (1) , 6 番目のC を m 5 C に換えたもの， d -AT AC G m 5 C G T AT (2) , 4 番目と 6 番目の両方の
Cをm5 C に換えたもの，α-ATAm5CGm 5CGTAT(3)O) 3種の自己相補的なデカデオキシリボヌクレオチドを化
学合成し，乙れらの二重鎖複合体の水溶液中での立体構造および物理化学的性質を， UV, CD, NMR 
の分光学を用いて調べた。
DNA オリゴマーの化学合成は，高純度かっ大量の試料の必要性から，液相中， リン酸トリエステル











uv による研究から，通常の右巻き二重ラセン状態においては， シトシンのメチノレ化 lとより，二重鎖
複合体の融解温度 (T m) が少し上昇する乙と，融解過程の協同性が減少する乙とがわかった。
CD による研究から，測定した水溶液の塩の種類や濃度の違いにより， DNA二重ラセンのコンホメ
ーションをいくつかのグループに分類する乙とができた。その中で， 8M NaC104 , 10mMカコジノレ酸
ナトリウム緩衝液 (pH 7.0) という条件下， -20oC において，デカマー(2)と (3)とは左巻き二重ラセン構
造形成を示唆するCD スペクトルを与えた。乙 ω乙とはuv スペクトルの実験からも支持され，シトシ
ンの 5 位のメチル化lとより，明らかに， DNA二重ラセンの動的な性質(構造変化)に違いが生ずる乙
とがわかった。
次lζ，標準的な右巻き二重ラセンを形成すると考えられる 0.1 M Na C1 , 10mMカコジ jレ酸ナトリ
ウム緩衝液 (pD 7.4)中，デカマー濃度，約15皿Mにおいて種々のNMR の測定を行った。
31p -NMR を測定し， 3 種デカマーの 9 個のシグナノレの化学シフトの比較，化学シフトの温度依存
性の比較から，デカマー(2)と (3)におけるリン酸ジエステノレ結合したリン原子核の磁気的環境は互いによ
く似ているが，デカマー(1 )のそれとはかなり異なっている乙とがわかった。すなわち， シトシンの 5 位
のメチノレ化lとより，糖ーリン酸骨格のコンホメーションが変化すると考えられる。
軽水 (H 2 0) 中において，塩基対水素結合 lと関与したイミノプロトンのシグナノレをすべて帰属し，そ
の化学シフトの温度依存性などをデカマー(.1)と(3)とで比較したが，両者の間で大きな差は認められなか
った。乙の乙とから，両デカマーでs 二重ラセン形成時の塩基対のスタッキングジオメトリーにはあま
り大きな違いのないことが予想される。これは，重水 (D 2 0) 中における，塩基部C -H プロトンの挙
動からも支持されている。
重水中においては， 1H -1H シフト相関二次元 NMR ， COSY CCorrelation Spectroscopy) お
よび lH- 1H NOE 相関二次元 NMR ， NOESY CNuclear Overhauser Effect Spectroscopy) 
を利用して解析を行った。 COSY では，互いにスピン結合したプロトン(特に糖部)を明らかにする乙
とができ， NOESY では，互いに空間的に近いプロトン(糖部内及び塩基部-糖部間)について情報を
得る乙とができる。まずはシグナノレの帰属を試み，塩基部のすべてのC -H プロトンと，糖部の l' ,2 Q 
2 J1. 3' , 4' 位のすべてのプロトンを帰属することができた。さらに， NOESY スペクトノレを詳細に
解析した結果，デカマー(1 )も (3)もともに，基本的には標準的二重ラセン構造と思われる B -DNA コン
ホメーションに類似した立体構造を形成している乙とがわかった。しかし 塩基部のプロトンと糖部の
各種プロトンとの間の NOE の大きさの比較から，以前 IC::: X線繊維回折の解析から得られたB-DNA
モデ‘ルで、は説明できない NOE が観察され，乙のB -DNA モデノレとは若干異なった構造をとっている
ものと思われるロデカマー(1 )と (3)との比較では 特に 塩基部のプロトン(プリン塩基ではH- 8. ピ
リミジン塩基では H -6) と同じヌクレオシド単位内の糖部の環外メチレン (5' , 5H 位)と思われ
るプロトンとの間の NOE の大きさに違いが観察された。乙の乙とは，シトシンのメチル化により，塩
基部のプロトンと糖部 5' , 5" 位のプロトンとの距離が変化したとして説明される。それは， C 4' 
-C 5' 回りの内部回転角の変化を意味し， 31p -NM.R でも観察された糖ーリン酸骨格のコンホメ




以上のように，化学合成した 5 ーメチノレシトシン (m 5 C) を含む DNA オリゴマーと含まないものと
の二重ラセン構造の比較から. m5 C が 1 つのものと 2 つのものとの構造化学的性質にあまり大きな違
いはないが，たとえ l つでも m5 C を含むものは，含まないものとは異なり，糖 リン酸骨格を中心に，
メチノレ化による，少なからぬ構造化学的影響を受けるととを明らかにした。
論文の審査結果の要旨
宮代君は DNA 中に微量に存在する 5 ーメチノレシトシン (m 5 C) の性質に興味をいだき， d -AT 
ACGCGTAT なる自己相補的な 10- mer DNA 及びそのC がm 5 C IC 1 ケ又は 2 ケ変化したオリゴマ
ー 3 種を化学合成した。次にそのu. v. の熱的変化 (Tm) が m 5 C の増加によって僅かに上昇し，
その共同性が低下することを見出した。次にCD を測定し，全体としてB -DNA 型を保持しているが，
極端に塩濃度を上昇 (8M NaCI04) した場合には m 5 C を含むものにB → Z 型への変移の傾向を見出
した。次に 31p のNMR 測定の結果 m5 C の有無によって大きな差を見出し，燐酸ヂエステノレの環境
にm5 C が影響を与えることを推論した。更にプロトン NM~R のCOSY 及び NOESY 測定の結果， m5 
C の H-6 と sugar の 5' のH の聞に変化がみられ，乙れがP の環境変化の遠因と結論した。
以上の研究は博士号請求に{也、するものと認める。
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